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論文内容要旨
目的
 Fibronectin(F』N)は高分子粘着性糖蛋白で,少なくとも細胞性FN(cFN)と血漿性FN
 (pFN)との二種類から成り立っている。pFNはオプソニン蛋白として,網内系による異物
 貪食能力に関与している。pFNが敗血症およびショック患者で低下し,症状め改善とともに上
 昇がみられることや,動物実験でpFNの投与により貪食機能の改善がみられることより,pFN
 の変動と生体の網内系や免疫組織とは密接な関係にあるものと考えられる。本研究はこれらを明
 らかにすべく,生体の網内系や免疫系を刺激する種々の免疫アジュバントをマウスに投与して
 pFNの変動を検討した。まずマウスpFNの精製分離,その特異的抗体の作製を行い,これを
 用いて種別,性別,適齢別にマウスのpFN値を検討した。次いで免疫アジュバントをマウス腹
 腔内に投与しpFNの変動を検討した。また網内系機能との関連についてはマウス腹腔浸出細胞
 を用い,マクロファージ貪食能を検討した。
材料
 ①実験動物として,Balb/C,C3HIHe,DDY,c57BL,DBA,Nudeマウスを各々2～
 5匹を一群として使用した。②使用薬剤はMDP,SPG,Lentinan,LPS,ConA,Glycogen,
 Carrageenan,Zymosan,CCA,Interferonの種々の濃度を0.1説宛マウス腹腔内に投与
 した。
方法
 ①pFNの精製は,FNの変性コラーゲンに対する特異的結合を利用しカラムク口々トグラフ
 ィ一法によって分離精製した。②抗FN抗体の作製は,精製FNlmgをFreundの完全アジュバ
 ントと共にウサギに皮下注射を行い,抗血清を得,これをSepharose4B,gelatin-coupled
 Sepharose4BでFNを除去したFN(一)血漿で吸収FNに対する特異的抗体を得た。③pFN
 の測定は,アガロースゲルフィルムを用いLaure11'selectroimmunoassayにより,マウス2
 ～5匹からの血漿をプールして一検体として一20℃に保存し,測定時すみやかに溶解し定量し
 た。④腹腔浸出細胞を免疫アジュバント注入3日目に採取し,得られた腹腔浸出細胞をdryiI
 Yeastを用いて貪食能を,FITC標識抗マウスFN抗体を用いる直接法にてFN陽性細胞を検索
 した。 ド
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結果
 ①分離精製したpFNはSDSpolyacrylamidege1電気泳動より,ヒトでは分子量210,000
 以上の位置に一本のバンドとしてマウスでは近接する2本のバンドとして検出された。②ウサギ
 に免疫して得た抗マウスFN抗体は,二重拡散法にてマウスFNに対する特異的な抗体と認めら
 れた。③pFNは正常マウス間では大きな種差,性差はなかった。④C3HIHe雄マウスの各週
 齢におけるpFN値は,6週齢,12週齢,18週齢と加齢に従い上昇傾向をみた。⑤LPS,MDP
 投与によりpFN変動のtimecourseをみると,LPSでは3日目,MDPでは4日目に最大の
 増加を示した。⑥Lentinan,SPGによりpFNの用量依存性をみると,Lentinanでは20μg
 /mouseにおいて,sPGでは100μg/mouseにおいて未処置群に比較し各々38%,34%と最
 大の増加を示した。⑦LPS,Lentinan,SPG,ConAは未処置群に比較してpFNを有意に
 増加させた。しかしZymosan,Glycogen,CCA,Interferon,Carrageenan投与群では
 未処置群に比較して同程度か,やや減少の傾向がみられた。⑧腹腔浸出細胞のFN陽性細胞,貪
 食能を検索するとFN陽性細胞は貧食細胞数とほぼ一致した。Lentinan,SPG投与群では両者
 の増加を示し,マクロファージの貪食作用の面からは活性化されたものといえる。
 考案および結語
 生体の網内系や免疫組織の機能に密接に関連する物質と考えられているpFNの定量について
 は,ヒトでは多数の報告がなされているがマウスなど動物についての報告は少ない。今回の正常
 マウスpFNの検索では種差,性差はなかった。またマウスpFNは加齢に従い上昇する傾向が
 あり,動脈硬化との関連が示唆された。次に免疫アジュバント,抗マクロファージ物質をマウス
 腹腔内に投与しpFNの変動に及ぼす影響について未処置群と比較検討するとSPG,Lentinan,
 MDP,LPS,ConAなどでpFNの上昇がみられたことより,マクロファージ刺激によるpFN
 産生の増強の可能性が考えられた。抗マク白ファージ物質であるCarrageenanはMDPによる上
 昇を抑えたこともこれを支持する成績と考えられる。しかしCCA,正nterferon,Zymosan,
 Glycogenは網内系マクロファージに対しては貪食能活性化を示しながらpFNを上昇させない
 ことや,Interferon,CCAはLPS,Lentinanによる上昇をほぼ正常値にまで減少させてい
 ることから,pFNの変動は貪食能を指標とするマクロファージ活性化と常に併行するものでは
 ない。またConA投与でも上昇がみられることから,免痙アジュバントの増強はマクロファージ
 活性化とmitogenic反応あるいはマクロファージおよび種々の免疫細胞から産生される液性因子
 の増強との関連が強く示唆された。
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 審査結果の要旨
 Fibronectin(FN)は高分子粘着性糖蛋白で,少なくとも細胞性FN(cFN)と血漿性FN
 (pFN)とがある。pFNが敗血症およびショック患者で低下し,病状の改善とともに上昇がみ
 られることや,動物実験でpFNの投与により貪食機能の改善がみられるごとより,pFNの変
 動と生体の綱内系や免疫組織とは密接な関係にあるものと考えられる。本研究はこれらを明らか
 にすべく,生体の網内系や免疫系を刺激する種々の免疫アジュバントをマウスに投与してpFN
 の変動を検討したものである。
 実験動物としてはBalb/c,C3H/He,DDY,C57BL,DBA,Nudeマウスを各々2～
 5匹を一群とし,網内系,、免疫系の刺激剤(MDゑSPG,Lentinan,LPS,ConA,Glycogen,
 Carrageenan,Zymosan,CCA,Interferon)の種々の濃度を0.im1づつマウス復腔内に投
 与した。FNの定量にはFNの変性コラーゲンに対する特異的結合を利用しカラムクロマトグラ
 フィー法によってpFNを分離精製し,pFNで家兎を免疫し特異的抗FN抗体を得た。pFN
 の測定は,アガロースゲルフィルムを用いLaurelのelectroi㎜unoassaylこより定量した。ま
 た腹腔浸出細胞を免疫アジュバント注入3日目に採取し得られた腹腔浸出細胞をdryyeastを用
 いて貪食能を,FITC標識抗マウスFN抗体を用いる直接法にてFN陽性細胞を検索し,つぎの
 成績を得たという。
 pFNは正常マウス間では大きな種差,性差はない。C3H/He雄マウスの各週齢におけるpFN
 値は,6週齢,12週齢,18週齢と加齢に従い上昇傾向を示す。LPS,MDP投与によりpFN変
 動のtimecourseをみると,LPSでは3日目,MDPでは4日目に最大の増加を示す。LPS,
 Lentinan,SPG,ConAは未処置群に比較してpFNを有意に増加させるが,Zymosan,
 Glycogen,CCA,Interfemn,Carrageenan投与群では未処理置群に比較して同程度か,や
 や減少の傾向がみられた。腹腔浸出細胞のFN陽性細胞,貪食能を検索するとFN陽性細胞は貪
 食細胞とほぼ一致した。SPG,Lentinan投与群では両者の増加を示した。これらの成積により
 著者は,マウスpFNは加齢に従い上昇し動脈硬化との関連が考えられる。免疫アジュバントに
 よるpFNの上昇はマクロファージ刺激による可能性が考えられる。しかし,CCA,Interferon,
 Zymosan,Glycogenは網内系マクロファージに対しては貪食能活性化を示すがpFNを上昇さ
 せないので,pFNの変動は貪食能を指標とするマクロファージ活性化と常に併行するものでは
 ない。またConA投与でも上昇がみられることから,免疫アジュバントの増強はマクロファージ
 活性化とmito倉en圭。反応あるいは,マクロファージおよび種々の免疫細胞から産生される液性因
 子の増強との関連が強く示唆されると結論している。
 この研究は網内系および免疫系刺激時のFNの動態を明かにしたものであり学位授与に値する。
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